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ABSTRACT
Background: Mammary tumors (MTs) in bitches are similar to breast cancers in women. Thus, they can be used as a 
model for human breast cancer and findings can be extrapolated for use in human medicine. BRCA1 is a tumor suppressor 
gene. When the gene has a mutation, it cannot repair damaged DNA, which causes genetic instability and tumorigenesis. 
Therefore, we aimed to study the frequency of single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the BRCA1 gene that are as-
sociated with distinct histological types of malignant MT in bitches.
Materials, Methods & Results: The study population consisted of 91 bitches, including a control group of 6 animals 
with healthy mammary glands and 85 animals with MTs. All animals underwent a presurgery evaluation consisting of 
a questionnaire administered to the person responsible for the animal, a physical examination, collection of peripheral 
blood for hematological and serum biochemistry evaluations, an electrocardiogram, and a preanesthesia evaluation. In 
addition, distant metastasis was studied via chest radiography and abdominal ultrasound. After evaluations were complete, 
the animals that could undergo surgery were administered general anesthesia and underwent a mastectomy or mammary 
gland sample collection. Histopathological examination and molecular analysis were performed to identify mutations in 
the BRCA1 gene. Histopathological examinations found 10 different types of malignant tumors in 36 sick animals. Tumor 
samples plus samples from the 6 control animals were subjected to DNA extraction, polymerase chain reaction (PCR) 
analysis, and genetic sequencing. The tumor with the highest incidence (33.33%) was a complex carcinoma, followed by 
carcinoma in mixed tumor (13.88), tubular carcinoma (13.88) and carcinosarcoma (13.88). Molecular analysis revealed 
3 different SNP points in 5 samples (4006G>A, 3619A>G, and 3761C>T). The allelic variant 4006G>A (1/36) resulted 
in the alteration of the amino acid valine by isoleucine (V1336 I). The mutation 3619A>G (2/36) inserted the amino acid 
alanine instead of threonine (T1207 A). The mutation 3761C>T (2/36) led to the alteration of the amino acid serine by 
phenylalanine (S1254 F), a mutation for which there are no published reports. The histological types that showed BRCA1 
mutations were complex carcinoma (1/5), carcinoma in mixed tumor (1/5), papillary carcinoma (1/5) and tubular carcinoma 
(2/5). Software analysis identified the new SNP (nucleotide 3761) in BRCA1 and 2 point mutations in nucleotides 4006 
and 3619 and responsible for genetic instability.
Discussion: The development of breast cancer is caused by many endogenous and exogenous factors. The results of our 
study show that these factors have a greater presence in female, mixed breed, uncastrated, and older dogs, confirming the 
data in the veterinary literature. In the present study, we found different histological types of malignant breast tumors with 
mutations in the BRCA1 gene, as other authors have reported. However, we also found the mutation 3761C>T, which, to 
the best of our knowledge, has not been reported in the literature. This shows the need for studies in veterinary medicine 
that assess mutations in the BRCA1 gene and the most common histological types. In conclusion, SNPs in the BRCA1 
gene cause genetic instability, resulting in additional mutations that lead to the development of breast tumors. They are 
point mutations that affect transcription, resulting in truncated proteins. These proteins may have a loss of function, lead-
ing to carcinogenesis.
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INTRODUÇÃO
O câncer de mama (CM) em animais de com-
panhia apresenta crescimento contínuo em virtude do 
aumento na expectativa de vida, à semelhança dos seres 
humanos [23]. O CM em cadelas apresenta similaridades 
epidemiológicas, clínicas, biológicas e genéticas com 
as neoplasias mamárias da mulher [9,11], sendo con-
siderado um ótimo modelo em estudos comparativos.
Fatores endógenos e exógenos influenciam no 
desenvolvimento da doença, surgindo devido alterações 
genéticas que impactam na proliferação celular, promo-
vendo a divisão ou inibindo a morte celular [8]. Con-
sequentemente, o resultado final desses erros genéticos 
acumulados são células capazes de multiplicarem-se 
sem restrição invadindo o tecido [17].
O BRCA1 está associado ao desenvolvimento 
de tumores mamários [1,11,18,19]. Localizado no 
cromossomo 17q21 e codifica uma proteína nuclear 
de 220 kDa que participa da regulação do ciclo ce-
lular das células epiteliais da glândula mamária [22]. 
Vários estudos descrevem a expressão da proteína ou 
mutação do BRCA1 em tumores mamários caninos 
[2,7,13,15,18,19,24]. No entanto seu papel na pato-
gênese ainda é desconhecida, os níveis de expressão e 
localização do BRCA1 são diferentes quando compa-
rados entre as glândulas mamárias normais e as com 
tumores benignos e malignos [6,13]. 
Estudos demonstram que o BRCA1 está pre-
sente em cães com tumores mamários. No entanto, há 
escassez de literatura de base epidemiológica e mole-
cular sobre tais mutações. Baseado nisto, objetivou-
-se descrever a frequência de polimorfismos no gene 
BRCA1 associados a tumores mamários malignos 
diagnosticados em cadelas. 
MATERIAIS E MÉTODOS
Animais
A população do estudo foi composta por 91 ca-
delas oriundas da rotina do Hospital Veterinário da Uni-
versidade Federal de Mato Grosso (HOVET/UFMT), 
campus Cuiabá. O grupo controle, foi composto por 
animais que possuíam glândulas mamárias saudáveis, 
sendo formado por 6 cadelas que foram submetidas ao 
procedimento cirúrgico de ovariosalpingohisterectomia 
eletiva (OSH), e então coletou-se um fragmento de glân-
dula mamária para análise histológica e molecular. Os 
animais diagnosticados com tumor mamário, 85 cadelas, 
foram submetidos a exames clínico e complementares 
e então procedeu-se com a mastectomia, após houve a 
confirmação da doença no resultado histopatológico e 
posteriormente realizou-se análise molecular para pes-
quisa de mutações no gene BRCA1. 
As pacientes que apresentaram durante os exa-
mes pré-operatório presença de metástases em estágio 
avançado, não foram recomendas para a realização do 
procedimento cirúrgico. 
Delineamento experimental 
Todos os animais foram submetidos a avaliação 
pré-cirúrgica, composta por questionário dirigido ao 
responsável que continha diversas informações rela-
cionadas as pacientes. Também foi realizada a colheita 
de sangue periférico para avaliação hematológica e 
de bioquímica sérica (perfil hepático e renal), além 
das avaliações eletrocardiográficas e pré-anestésicas 
para escolha adequada do protocolo anestésico com o 
objetivo de oferecer segurança e analgesia cirúrgica. 
Adicionalmente, a pesquisa de metástase à distância 
foi realizada por meio de radiografia torácica e ultras-
sonografia abdominal. A escolha da técnica cirúrgica 
a ser realizada e a quantidade de tecido mamário a 
ser extirpado foi dependente do tamanho do tumor, 
localização e estado geral do paciente [3].
Análise Laboratorial
A cadeia mamária extirpada em procedimento 
cirúrgico foi enviada, por completo, ao Laboratório 
de Patologia Animal da UFMT, onde foram retirados 
fragmentos de todas as glândulas mamárias da cadeia, 
identificadas e armazenadas em duplicata em eppendorf 
a -80ºC, até posterior utilização. Outra porção das amos-
tras das glândulas mamárias foram fixadas em formalina 
10% por um período de 24 h, os tecidos de interesse 
foram seccionados e processados rotineiramente, inclu-
ídos em blocos de parafina, cortados a 5 μm e corados 
pela técnica de H&E1, para diagnóstico histopatológico.
Para a análise molecular, as amostras de tecido 
mamário foram submetidas à extração de DNA pelo 
método de fenol-clorofórmio [21]. As padronizações na 
reação em cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas 
segundo protocolo já descrito na literatura [15]. As rea-
ções foram realizadas em Termociclador ProFlex PCR 
System2 em um volume final de 25 μL (2 μL de DNA, 0.5 
μL Platinum® Taq DNA polimerase3, 5.0 μL dNTP, 0.5 μL 
MgCl2, 2.5 μL tampão PCR 10x [20 mM Tris-HCl pH 
8.0, 100 mM KCl], 1 μL de primer e 13.5 μL de H2O). 
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As reações foram submetidas a temperatura 
de 95°C por 4 min para desnaturação inicial, seguida 
por 35 ciclos incluindo 94°C por 30 s, temperatura 
de anelamento 55ºC por 30 s, finalizando com 72ºC 
durante 1 min e uma fase de extensão final de 72°C 
durante 10 min. Água ultrapura foi utilizada como 
controle negativo das reações, e DNA confirmado por 
sequenciamento, como controle positivo. O marcador 
de massa molecular utilizado foi o Ladder 100pb4.
Os produtos obtidos na PCR foram submetidos 
à eletroforese em gel de agarose 1.0%, corados com 
GelRedTM5 a 10 V/cm e visualizados em fotodocu-
mentador ChemiDoc™ XRS utilizando o software 
Image Lab™ e posteriormente purificados com enzi-
mas ExoStar1step6, conforme instruções do fabricante.
O sequenciamento genético foi realizado con-
forme instruções do próprio fabricante, no equipamento 
ABI35002. As sequências obtidas foram confrontadas 
com o banco de dados de DNA presente no algoritmo 
BLAST a partir do Centro Nacional de Informações 
sobre Biotecnologia na Biblioteca Nacional de Medi-
cina (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi). 
Os primers utilizados para amplificação e sequencia-
mento do DNA (Acesso GenBank Nº: NC_006591 e 
NM_001013416) estão codificados na Tabela 1.
RESULTADOS
Foram atendidas e submetidas à cirurgia 85 
cadelas doentes e 6 saudáveis. Destas, 36 pacientes 
doentes apresentaram no exame histopatológico 10 
tipos diferentes de tumores malignos (Tabela 2). 
Entre as 36 cadelas diagnosticadas com tumores 
mamários malignos, foram encontradas 8 raças diferen-
tes. Os cães mais acometidos nesse estudo foram os sem 
raça definida (41,66%), seguido dos Poodles (22,22%) e 
Pinscher (13,88%). Outras raças, Pitbull (8,33%), Rot-
tweiller (5,55%), Dachshund (2,77%), Pastor Alemão 
(2,77%) e Dálmata (2,77%), com menor incidência 
também foram acometidas. A idade média das pacientes 
foi de 9,71 anos (variando entre 3 a 16 anos de vida). 
Tabela 1. Sequência de Primer utilizada na reação em cadeia da polimerase 
(PCR) e sequenciamento genético para pesquisa da presença da mutação 
do gene BRCA1 em cadelas com tumores mamários malignos.
Sequência do Primer Tamanho Região
F:  CTCTCCATGTCTGATTTCAG
782 bp éxon 9
R: AGGCATCAACAGTTAGCTC
Das pacientes que apresentaram neoplasia 
mamária, 78% eram inteiras, ou seja, apenas 22% das 
cadelas eram castradas. Não foi possível formular dados 
sobre qual período da vida da paciente ela foi submetida 
à castração, uma vez que, a maioria dos responsáveis 
pelos animais não souberam informar com precisão. 
Segundo o questionário, 16% das cadelas fizeram uso 
de contraceptivos em algum período de sua vida. 
Foram realizadas 42 extrações de DNA, PCR 
e sequenciamento genético, sendo 36 amostras de ca-
delas com tumores mamários malignos e 6 do grupo 
controle.  As 6 amostras do grupo controle não apre-
sentaram nenhum ponto de mutação no gene BRCA1. 
Das 36 amostras de cadelas com tumores 
mamários malignos submetidos ao sequenciamento 
genético, foram encontrados 3 pontos distintos (Tabela 
3) de mutações (4006G > A, 3619A > G e 3761C > T), 
em 5 pacientes. O polimorfismo no nucleotídeo 4006G 
>A (1/36) teve como consequência a alteração do ami-
noácido valina por isoleucina (V1336 I). A mutação 
do nucleotídeo 3619A> G (2/36) inseriu o aminoácido 
alanina, ao invés de treonina (T1207 A).  E a mutação 
no nucleotídeo 3761C > T (2/36), levou a alteração do 
aminoácido serina por fenilalanina (S1254 F), mutação 
a qual, não há relatos ainda na literatura. 
Os tipos histológicos que apresentaram mutações 
no BRCA1 foram carcinoma complexo (1/5), carcinoma 
mamário em tumor misto (1/5), carcinoma mamário pa-
pilífero (1/5) e carcinoma mamário tubular (2/5).
Tabela 2. Diagnóstico histopatológico de distintos tumores malignos 
encontrados em 36 pacientes submetidas à procedimento cirúrgico de 
mastectomia, para posterior análise e pesquisa da presença da mutação 
do gene BRCA1.
Tipo de Tumor N
Carcinoma Mamário Complexo 12
Carcinoma mamário em Tumor Misto 5
Carcinoma Mamário Tubular 5
Carcinossarcoma 5
Carcinoma Mamário Papilífero 3
Carcinoma Mamário Tubulopapilífero 2
Carcinoma mamário Ductal 1
Carcinoma Anaplásico 1
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Tabela 3. Alterações causadas pelas mutações do gene BRCA1 em cadelas 






3761 S1254 F Prejudicial
4006 V1336 I Prejudicial
3619 T1207 A Benigna
DISCUSSÃO
O desenvolvimento do câncer de mama possui 
aspectos multifatoriais, assim algumas raças de cães 
apresentam uma maior incidência devido aspectos 
genéticos [1]. Diversos estudos epidemiológicos de 
CM em cadelas realizados fora do Brasil, apontam os 
cães de raças puras com maior incidência de tumores 
malignos quando comparado com cães sem raça de-
finida [2,24,25], assim como descrito na população 
de English Springer Spaniels da Suécia, que possui 
um desequilíbrio genético acarretando no desenvol-
vimento de tumores mamários em 36% da população 
[18,19,25].  Tais dados diferem do presente estudo, 
pois evidenciamos maior diagnóstico de neoplasias 
mamárias malignas em pacientes sem raça definida; 
no entanto devemos considerar que os cães sem raça 
definida correspondem em grande parte da casuística 
atendida no HOVET/UFMT, devido ao padrão socio-
econômico da população atendida e consequente pre-
disposição da mistura de raças existentes desta região. 
Estudos epidemiológicos brasileiros [14,16] 
apontam as raças Dachshund, Poodle, Pastor Alemão, 
Cocker Spainel e Pinscher como as mais prevalentes 
para o desenvolvimento de CM, o que discorda dos 
dados encontrados e reforça a ideia de que o fator 
regional reflete apenas a população estudada, justifi-
cando a maior ocorrência de cães sem raça definida 
no presente estudo.
A idade das cadelas acometidas apresentou 
média de 9,71 anos, corroborando com o descrito na 
literatura [2,14,16,18,25], onde já se tem dados con-
cretos de que é uma doença que acomete cães adultos 
e idosos, exceto raças com predisposição genéticas, 
como a população de cadelas suecas English Springer 
Spaniel, que desenvolvem de forma precoce a doença, 
a partir dos 7 anos de idade [18,25].
Todos pacientes incluídos no estudo, foram 
do sexo feminino, resultado já esperado; uma vez 
que diversos autores relatam que a incidência de CM 
em machos é inferior a 1%, e quando ocorrem estão 
associados a alterações hormonais [12,20].
A literatura relata que o CM ocorre com maior 
incidência em cadelas não castradas [2,18,25], pois 
apresenta alta correlação com a exposição hormonal 
[14], particularmente o estrógeno e a progesterona, 
achados que corroboram os resultados obtidos no 
presente estudo, que observou incidência de 78% de 
CM em fêmeas inteiras. 
O procedimento de OSH realizado antes do pri-
meiro estro reduz o risco de desenvolvimento de tumores 
mamários para 0,5%, sendo que este risco aumenta 
significativamente de 8% a 26% nas fêmeas castradas 
após o primeiro e o segundo ciclos estrais, consecuti-
vamente [20]. Nosso estudo apresentou um viés, pois 
os responsáveis pelas pacientes não souberam informar 
qual a idade em que o procedimento foi realizado. 
No presente estudo foram diagnosticados 
diferentes tipos histológicos de tumores mamários 
malignos que apresentaram mutações no gene BRCA1. 
Uma pesquisa realizada na Coréia com 139 tumo-
res mamários de origem maligna também verificou 
alterações na expressão de BRCA1 [5]. Portanto, é 
importante destacar a carência de estudos na medicina 
veterinária que avaliam mutações no gene BRCA1 e 
os tipos histológicos mais encontrados. 
O BRCA1 é considerado um gene supressor 
tumoral porque mutações nele levam a um defeito no 
reparo de danos ao DNA e uma instabilidade genética 
que favorece a tumorigênese. De todos os casos de CM 
em mulheres, 3 a 5% estão associados com mutações 
no gene BRCA1 [4,26]. Adicionalmente, em humanos 
tais mutações apresentaram perfil fenotípico caracte-
rístico, tipicamente carcinomas pouco diferenciados, 
com alta taxa proliferativa [10,26]. Já foi relatada uma 
incidência de 86% de carcinomas ductais em mulheres 
com mutações no gene BRCA1 [26], situação que 
difere dos dados do presente estudo, pois a paciente 
que apresentou carcinoma mamário ductal não exibiu 
mutações na análise molecular.  
Entre as 36 amostras submetidas ao sequen-
ciamento genético, foram encontrados 3 pontos de 
mutações não sinônimas, em 5 cadelas. Essas varia-
ções genéticas possuem efeitos no desenvolvimento 
de tumores. A alteração de um códon pode causar 
alteração na estrutura da proteína ou até mesmo de sua 
função, como nas mutações não sinônimas analisadas 
neste trabalho, que causam efeitos sobre a transcrição. 
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Corroborando com outra pesquisa [2] que encontrou 
mutação na região codificadora no éxon 9 do gene 
BRCA1 em tipos histológicos distintos de carcinomas 
em cães, entre eles carcinomas mamários complexo, 
tubulopapilífero e simples.
Na literatura há relatos de polimorfismo de 
nucleotídeo simples (SNP), nos nucleotídeos 4006 
(G>C) e 3619 (A>G), em uma amostra de cadela com 
tumor mamário maligno dentre 15 avaliadas [15]. Neste 
trabalho também foi encontrado SNP em nucleotídeo 
4006 (G>C), que teve como consequência alteração 
do aminoácido valina por leucina, sendo ambos os 
aminoácidos hidrofóbicos, com pesos moleculares 
semelhantes, e sendo esta substituição responsável 
pela perda da estrutura da proteína, e classificada pelo 
software Polyphen como prejudicial.
Em 2 amostras de tecido mamário maligno 
foi identificado polimorfismo no nucleotídeo 3619 
(A>G), que causou alteração do aminoácido treonina 
por alanina. Treonina é um aminoácido hidrofílico, e 
alanina hidrofóbico. Pela análise do software PolyPhen 
esta substituição não causa perda da função proteica 
de BRCA1, sendo classificado pelo mesmo, como 
benigna, como observado anteriormente [15].
Em outras 2 amostras de tecido mamário malig-
no, houve polimorfismo de nucleotídeo simples em 3761 
(C>T), substituindo o aminoácido serina por fenilalanina, 
causando perda da função da proteína e permitindo a tu-
morigênese. Polimorfismo classificado como prejudicial, 
que até então, possui descrição inédita na literatura. 
 CONCLUSÃO
A identificação de 1 novo SNP (nucleotídeo 
3761) em BRCA1, e 2 pontos de mutações nos nu-
cleotídeos 4006 e 3619 foram responsáveis por cau-
sarem instabilidade genética. Contudo, vale ressaltar 
que a inativação de um gene BRCA1 não promove o 
início do tumor diretamente, mas que a instabilidade 
genética resulta no acúmulo de mutações adicionais 
em vários outros genes. Adicionalmente, os pontos 
encontrados de SNPs no presente trabalho favorecem 
o aparecimento de tumores mamários, uma vez que 
são mutações pontuais, que vão afetar a transcrição, 
causando proteínas truncadas, que podem apresentar 
perda de suas funções, levando ao processo de car-
cinogênese.
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